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„Any living cell carries with it the experiences 
of a billion years of experimentation by its ancestors. 
You cannot expect to explain so wise an old bird 
in a few simple words.“
Max Delbrück (A Physicist Looks at Biology, 1949)
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AP-2   Adaptin-2-Komplex 
APS   Ammoniumperoxodisulfat 
Arr3   Arrestin-3 
AT1
AT II   Angiotensin II 
ATP   Adenosintriphosphat 
A.U.   Arbitrary unit 
1 1
2 2
bp   Basenpaare 
BSA   Bovines Serum-Albumin 
cAMP   cyclisches Adenosinmonophosphat 
Clathrin-coated pits
DAG   Diacylglycerol 
2 N-MePhe4
DMEM   
dNTPs   Desoxyribonukleotide
Extracellular loop
E. coli   Escherichia coli
EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure
EEA1   Early endosome antigen 1
EP4   Prostaglandin-E2
Extracellular signal-regulated kinases 
Fetal calf serum, fetales Kälberserum 
F   Fluoreszenzemission
Fluorescence recovery after photobleaching
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GFP   
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kb   Kilobasen
kDa   Kilodalton
MAPK   Mitogen-activated protein kinase
Mdm2   Murine double minute 2
NEB   New England Biolabs
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Polymerase chain reaction
PGE2   Prostaglandin E2
PIP2
PKA   Proteinkinase A
PLL   Poly-L-Lysin
PTH   Parathormon
Region of interest
SDS-PAGE  Sodium-Dodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
SDS   Sodium dodecyl sulfate
TEMED   Tetramethylethylendiamin
TM   Transmembrandomäne
U/min   Umdrehungen pro Minute
V2
WT   Wildtyp









ren mit Arrestinen ist bisher nicht abschließend erforscht und wurde daher in dieser Arbeit näher 
untersucht. 
-
Doppelmutante nicht mehr mit dem AT1
-
umzukehren. Dafür wurden einerseits die Interaktionspartner der Arginine zu Alaninen mutiert 
Konformation bringt (Granzin et al.
-
Lysine 11 und 12 dafür nicht zwingend als Ubiquitinierungsstellen zur Verfügung stehen müssen.
Da Arrestin-3 nach der vollständigen Elimination aller potenziellen Ubiquitinierungsstellen 






Endosomen aufgenommen wurde. Da der Grund für diesen uneinheitliche Phänotyp nicht geklärt 
-
mindestens kombiniert werden müssen. Dies führte auch zu einem weniger variablen Internalisie-




Die Internalisierung von Arrestin-3 wurde zwar durch die Applikation von TAK-243 nicht beein-
-













2 adrenergic receptor ( 2 -
 
(AT1
only co-internalize with class B receptors are still largely unknown and were therefore exami-
ned in more detail in this thesis.
The most prominent hypothesis to date is that class B receptors induce sustained ubiquiti-
receptors.
So far it is thought that the ubiquitination of the lysine residues 11 and 12 is necessary 





activated conformation of arrestin (Granzin et al.
with these rescue mutations led to the formation of stable complexes with class B receptors and 
displayed robust and sustained ubiquitination typically observed after stimulation of class B 
-
 
and 12 do not have to be available as ubiquitination sites.
As the elimination of all potential ubiquitination sites in arrestin-3 by mutation of all lysine 




of mutations in arrestin-3 was next reduced successively to identify those lysine to arginine 
attributed to the reduced ubiquitination of this arrestin mutant.
-
-
major role in the co-internalization of arrestin with class B receptors according to this thesis. 
dissociation half-lives were employed to examine whether ligands with particularly slow off-
2 -
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Zelle überlebensnotwendig. Damit solche extrazellulären Informationen ins Zellinnere übermit-
codiert werden (Frederiksson et al.
-
-





alle Mitglieder dieser Superfamilie eine weitgehend homogene Topologie der sieben membran-
durchspannenden -
-
luläre (extracellular loops intracellular loops
-
-
men mit der Helix 8 intrazellulär liegt. Abb. 1.1 A zeigt die typische zweidimensionale Darstellung 
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3
2 2
fünf Gruppen aufgeteilt werden: In G R A Friz-
zled/Taste2- und S et al.  Interna-
tional Union of Pharmacology et al.
-
(Stevens et al.
A Schematische Darstellung der Transmembranhelices (TM) sowie extra- und intrazellulären Schleifen (ECL bzw. 
ICL) eines GPCRs.
B Struktur des 2
Strukturen wie der ICL3 sowie C- und N-Terminus sind durch gestrichelte Linien dargestellt. (Abbildung B ver-
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tig ist. Diese G-Proteine bestehen aus den drei Untereinheiten G  und G
-Untereinheit GDP gebunden ist. Durch die 
GTP-Molekül ausgetauscht 












Die aktive Kristallstruktur aus einem 2AR-
Gs-Komplex ist in grün dargestellt, die inak-
tive, Carazolol-gebundene Struktur in blau. Die 
besonders große Auswärtsbewegung der TM6 
von ca. 14 Å ist in der Seiten- und cytoplasmati-
schen Ansicht durch einen gelben Pfeil hervor-
gehoben. (Abbildung verändert nach Rasmus-
sen, DeVree et al., 2011.)
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-
tor sowie zur Trennung der G -Untereinheit vom konstitutiven Dimer aus - und -Untereinheit 
et al.
G  als auch G
-

























Das inaktive G-Protein liegt als Heterotrimer vor und hat an der -Untereinheit GDP gebunden (links). Nach 
Aktivierung des GPCRs durch einen Agonisten kann das G-Protein an den Rezeptor binden (oben). Der Rezeptor 
katalysiert den Austausch von GDP durch GTP (rechts), was zur Aktivierung des G-Proteins und damit zur Dis-
soziation vom Rezeptor sowie zur Trennung des Heterotrimers führt. Sowohl G  als auch G  können nun mit 
i wieder 
in den inaktiven Zustand übergeht und sich das Heterotrimer erneut zusammenlagert.
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6
unterschiedlichen zellulären Antworten. Da Gs-Proteine 
damit zur Bildung von cyclischem AMP ( -
sche G-Proteine bezeichnet. Der Second messenger
( -
lieren kann (Syrovatkina et al. i-Proteine 
Adenylylcyclasen und senken dadurch die cAMP-Konzentration in der Zelle (Simon et al.
Des Weiteren wirken Gi-Proteine über ihre G  
(G protein-activated inwardly rectifying K+-channel
q-Proteine (zu welchen neben 
G q auch G 11 14 und G 15
PIP2 Diacylglycerol 
3 et al. 3
-
12/13-Familie regulieren 
RhoGTPase Nucleotide Exchange Factors
-
tung ist (Kozasa et al.
G-Protein-Klassen zusammen. 
et al. -












Dargestellt sind die vier Klassen der G -Proteine und die 
ersten Schritte der von ihnen aktivierten Signalkaskaden. 
Alle Abkürzungen werden im Text erklärt.
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren Kapitel 1
7
-
kann die permamente Aktivierung dieser Enzymkaskaden verheerende Konsequenzen wie die 
Aus diesem Grund kann es auch bei kontinuierlicher Präsenz des Agonisten zu einer schnellen 
Abschwächung des Signals kommen. Neben der Inaktivierung des G-Proteins durch die Hydro-
Regulators of G protein sig-
naling et al. -
et al.












Nach der Aktivierung des Rezeptors und der Anschaltung von G-Protein-abhängigen Signalkaskaden werden GRKs 
zum Rezeptor rekrutiert, die dessen C-Terminus oder intrazelluläre Schleifen phosphorylieren. Arrestin bindet 
GPCRs mit G-Proteinen. 








(Molinoff et al. 2 -
den Blutgefäßen der dominant vorkommende -Adrenozeptor. Die Aktivierung des Gs-gekoppel-
et al.
Fettgewebe (Large et al. et al.
Der 2
et al. -
mussen et al. et al.
2
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9
et al. -
schaften des 2 -
her ebenfalls eine breite Anwendung in der Forschung (Shukla et al. et al.





hauptsächlich im Gehirn und im Pankreas vor und übt vorwiegend neuroendokrine Funktionen 
aus (Dobolyi et al.
-related peptide PTHrP. Da 




2+ in freier Form vorliegt. Durch die Sti-
et al.
geringerer PTH-Dosen führt jedoch zum Aufbau von Knochengewebe (Silva et al. -
-
logische Aktivität zu vermitteln (Potts et al.
et al.
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s-vermit-
telten Synthese von cAMP (Bringhurst et al.
mit hohen Konzentrationen im mikromolaren Bereich auch Gq-Proteine aktiviert und so zu einem 




mit Arrestin also ebenfalls zur Klasse B (Zindel et al.
Der Angiotensin-1-Rezeptor (AT1R)
1 2 1
im Herzen exprimiert (Allen et al. -
riktorische Effekte hervorgerufen werden. Zudem stimuliert AT II die Freisetzung von Aldoste-
ron oder Adrenalin aus der Nebenniere bzw. die Sekretion von Vasopressin aus der Hypophyse 
et al.
AT1 et al.








keitshaushalts beteiligt ist. Der Gs-vermittelte Anstieg der cAMP-Produktion führt zum Einbau 
et al.
der V2  
Willebrand-Faktors und des Gerinnungsfaktors VIII führt (Kaufmann et al.
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren Kapitel 1
11
Der V2 et al.
-
2V2 et al. et al. et al.
vollständig phosphoryliertes Peptid des V2 2




Das Peptid Neurotensin wird im Zentralnervensystem sowie in enteroendokrinen Zellen des 
-
oder der Hypothermie beteiligt (Tyler-McMahon et al.
-
q
geringerem Ausmaß jedoch auch an Gs i/o- und G12/13 et al.
-
-
ley et al. -Arrestin-1 
verdreht ist (Huang et al.
Der Prostaglandin-E2-Rezeptor 4 (EP4)
Der Prostaglandin-E2 -
unter anderem auf einer verstärkten Angiogenese beruht (Konya et al.
-
hardt et al. 2 (PGE2
s
et al.
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Der μ-Opioidrezeptor (μOR)




Aktivierung von Gi/o-Proteinen und damit zur Inhibierung der Adenylylcyclase sowie über G -
2+
-
bewirken zum einen eine reduzierte Freisetzung von Neurotransmittern aus chemischen Syn-
Weiterleitung von Signalen über die Neuronen erschwert (Law et al.
um das G-Protein-Signal abzuschalten. Das dabei entstehende Phosphorylierungsmuster an ver-










Die beiden nicht-visuellen Arrestine Arrestin-2 und Arrestin-3 hingegen kommen in fast jedem 
Namen aufgrund der signalabschaltenden Wirkung (engl. to arrest et 
al.
2 -Arrestine (Arrestin-2 = 
et al. et al.
-Arres-








nannten „polar core“ des Proteins 
durch ionische Wechselwirkun-
gen mit der N-Domäne und dem 
Gate loop interagiert und dadurch 
diesen inaktiven Zustand stabili-
siert. Auch die hydrophobe „Three- 













Alle im Text erwähnten Strukturen des Arrestins sind farbig hervor- 
gehoben. (Abbildung verändert nach Scheerer und Sommer, 2017.)
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festgestellt (Smith et al.
-






minal swap“ „Polar core“ -
„Gate loop“
sich diese Schleife von mehreren positiv geladenen Aminosäuren in der N-Domäne des Arrestins 
gemacht (Shukla et al.
-
„Finger loop“












A Struktur von inaktivem Arrestin-2 ( -Arrestin-1) mit dem autoinhibitorischen C-Terminus, der in dieser Kon-
formation mit der N-Domäne des Arrestins interagiert (blau).
B Struktur von aktivem Arrestin-2 mit dem phosphorylierten C-Terminus des V2R (V2Rpp) (grün), der den Platz 
des Arrestin-C-Terminus eingenommen hat. Zu sehen sind außerdem die Umordnung der Schleifen zwischen 
N- und C-Domäne, die an der Rezeptorinteraktion beteiligt sind (z.B. Finger loop) und die Rotation der beiden 




et al. Mayer et al.
„Finger loop“











wurde der C-Terminus des M2R mit dem vollständig phos-
phorylierten C-Terminus des V2R (V2Rpp) ausgetauscht. 




























Der Komplex aus 2V2R und -Arrestin-1 
und weiteren stabilisierenden Proteinen (T4L, 
Fab30/ScFv30) in einer Mizelle (m) wurde elek-
tronenmikroskopisch untersucht. Die Komplexe 
ließen sich entweder als hängende (oben) oder 
feste Konformation (unten) einordnen. Aus 
den Aufnahmen wurden schematische Dar-
stellungen der beiden Konformationen entwi-
ckelt (rechts). Der Maßstab entspricht 10 nm. 
(Abbildung verändert nach Shukla et al., 2014.)






nalwege anzuschalten. Zur Desensibilisierung des G-Protein-Signals hingegen ist die Interaktion 
von Arrestin über seinen Finger loop





























Nach der Aktivierung des Rezeptors führt die Bindung von Arrestin zur Anreicherung des Rezeptor-Arrestin-Kom-
plexes in clathrinbedeckten Stachelsaumgrübchen. Durch die Endocytose dieses Bereiches gelangt der Rezeptor 
in Endosomen, von wo er entweder zum Proteinabbau in Lysosomen transportiert oder in Recycling-Endosomen 
dephosphoryliert wird, bevor er wieder zurück an die Plasmamembran transportiert wird.
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-





et al.  
-
-Arrestin-2 
-Arrestine gleich stark binden und auch visuelles Arrestin 
et al.
-











GPCRs anhand ihres Internalisie-
rungsverhaltens
Klasse-A-Rezeptoren zeigen nur eine 
transiente Interaktion mit Arrestin 
und lokalisieren nach ihrer Internali-
sierung alleine in Endosomen (links). 
Klasse-B-Rezeptoren hingegen bil-
den stabile Komplexe mit Arrestinen, 












plexen Netzwerk aus unterschiedlichen Enzymen und Second messengern
-
-





nen MAP-Kinasen sind in einer Serie paralleler Phosphorylierungskaskaden durch verschiedene 








et al. -Arrestine 





chen (z.B. beim 1
-
(Ahn et al. et al.
Aktivierung an der Zellmembran zur Translokation der Kinase in den Zellkern und damit zur 
durch Phosphatasen geschützt wird (Tohgo et al.
Da G-Proteine und Arrestine also unterschiedliche Auswirkung auf die Signaltransduktion 
-
„Signaling Bias“ bezeichnet und 
1 4 8
nach Aktivierung des AT1 et al.
die Aktivierung von G-Proteinen oder Arrestinen bevorzugen und dadurch die beiden Signalwege 
et al.
-










Da die G-Protein- oder Arrestin-induzierte Signaltransduktion unterschiedliche Auswirkungen 
-
-
induzieren (z.B. an et al. -
len hat die Aktivierung von 1 -
1 8 -
chungen zu einer gesteigerten Kontraktilität von Herzmuskelzellen und damit einer verbesserten 
-
et al. et al.
Funktionell selektive Liganden stabilisieren unterschiedliche aktive Konformationen des Rezeptors, die durch die 
Rekrutierung verschiedener GRK-Isoformen an unterschiedlichen Stellen im C-Terminus phosphoryliert werden. Die 
verschiedenen Phosphorylierungsmuster stabilisieren Arrestin in unterschiedlichen Konformationen, was zu einer 
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Wie viele andere Proteine werden auch -Arrestine durch die kovalente Addition kleiner Moleküle 
wie Phosphatgruppen verändert. Sowohl Arrestin-2 als auch Arrestin-3 sind konstitutiv phos-
et al. et al.
werden. Für die Desensibilisierung des G-Protein-Signals ist die Dephosphorylierung jedoch nicht 
-
et al.
eine Homodimerisierung von Arrestinen und die resultierende Beeinträchtigung der Bindung an 
et al. -



































Die Verknüpfung von Ubiquitinmolekülen (Ub) mit Lysinresten (K) eines Substratproteins kann verschiedene Ubiqui-








Uba1 oft auch als Ubiquitin Activating Enzyme
der Ubiquitin-Ligasen wird auch als Ubiquitin-konjugierende Enzyme bezeichnet und besteht 












































-Aminogruppe eines Lysinrests des Substratproteins über-
tragen.





Molekül zunächst selbst von den E2-Ligasen übernehmen und erst anschließend an das Subst-
really interesting new gene




seit längerem bekannt (Shenoy et al. 2





















































Nach der Stimulation eines Klasse-A-Rezepors kommt es durch Mdm2 zu einer transienten Ubiquitinierung von 
Arrestin-3. Da die Ubiquitinreste schnell wieder entfernt werden und Arrestin-3 infolgedessen nicht mit dem Rezep-
tor in Endosomen internalisiert wird, ist auch die ERK-Aktivierung durch Arrestin nur transient. Klasse-B-Rezeptoren 
-
portiert wird und für eine anhaltende ERK-Aktivierung sorgt. (Abbildung verändet nach Kommaddi und Shenoy, 2013.)
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2 -
genommen zu werden (Shenoy et al.
 
et al.




Die unterschiedlichen Ubiquitinierungsmuster von Arrestin nach der Stimulation von 
ubiquitinierenden Enzymen zurückgeführt. Shenoy et al.
die Aktivierung von Arrestin durch den 2
Arrestin verstärkt und so die Deubiquitinierung des Arrestins beschleunigt. Im Gegensatz 
dazu führte die Stimulation des V2  zur Abdissoziation von USP33 vom aktivierten Arres-
diese Arrestin-Doppelmutante nicht mehr zusammen mit dem AT1
wies sie nach der Aktivierung des AT1
V2  und dem 
die Arrestin-Mutante jedoch weiterhin in Endosomen transportiert und stabil ubiquitiniert 
(Shenoy et al.




Linie als Signal für ihren Abbau (Shenoy et al. et al.
-
2
des Proteins markiert (Shenoy et al.
Arrestin Kapitel 1
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SAE1-SAE2 (SAE = SUMO-activating enzyme






beinhalten (Wyatt et al. -
lierungsstellen wird nach der Aktivierung des 2
-
-
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zu einer deutlich eingeschränkten Internalisierung des 2 et al.





dem V2  oder AT1 et al. -
susmotiv offenbar nicht am Transport des Arrestins in Endosomen beteiligt ist.
Arrestin-3 fusioniert und führt in dieser Form ähnlich wie Ubiquitin zur Internalisierung 
et al.
et al.
Interaktion bisher nicht bekannt. 




toren der Klasse A binden Arrestin nur vorübergehend und werden ohne Arrestin in die Zelle 
-
tielle Ubiquitinierungsstellen für die Internalisierung von Arrestin postuliert wurden. Vorange-
-
-
Arrestin-3 zu verhindern. Anhand verschiedener Einzel- und Mehrfachmutanten sollten 
Arrestin-3 untersucht werden.
-
in Endosomen transportiert wird.

















































Monarch® DNA Gel Extraction Kit
E. coli
NEBuilder® HiFi DNA Assembly Kit
Q5 DNA-Polymerase












Morphin (Morphinhydrochlorid x 3 H2
Neurotensin
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Prostaglandin E2

























Schüttler für Western Blots
Sterilwerkbank Esco ac2-4e8-tu sentinel gold
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E. coli-Bakterien vom Stamm DH5  
E. coli -
Experimente in eukaryotische Zellinien wurden mit adhärent wachsenden HEK293T-Zellen 
oder NIH/3T3-Zellen durchgeführt.








Arr3-mTurquoise ED389AA diese Arbeit
diese Arbeit























Arr3-GFP ED389AA diese Arbeit
diese Arbeit
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Plasmid Spezies Referenz
FLAG- 2 Mensch Krasel et al.
FLAG- 2 Mensch diese Arbeit
YFP- 2 Mensch Dorsch et al.
FLAG- 2 Mensch Zindel et al.
FLAG- 2 Mensch diese Arbeit
YFP- 2 Mensch Zindel et al.
FLAG- 2V2 Mensch et al.
FLAG- 2V2 Mensch diese Arbeit
YFP- 2V2 Mensch Zindel et al.
Mensch Zindel et al.





AT1 freundlicherweise bereitgestellt von 
V2 Mensch freundlicherweise bereitgestellt von 
Martin Lohse
Mensch diese Arbeit
EP4 Mensch  
Mensch Krasel et al.
Mensch Zindel et al.
Ubiquitin-YFP
Mensch diese Arbeit
p53-GFP Mensch Boyd et al.
Name Template Sequenz Klonierung
Arr3-FLAG- Arr3-mTurquoise  -
FLAG-Sequenz
Arr3 (unabhängig von 
AAAGTGT
Arr3 (unabhängig von 
Arr3 (unabhängig von 
GAAGAGAA
Arr3 (unabhängig von 
PCR-Primer Kapitel 2
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Name Template Sequenz Klonierung
Arr3 (unabhängig von 
Arr3 (unabhängig von 
Arr3 (unabhängig von 
Arr3 (unabhängig von 
































































Penicillin/Streptomycin (100 U/ml Penicillin 
Flasche abgefüllt und direkt autoklaviert.
100 g LB-Medium nach Lennox
ad 5 l H2
LB-Agar (fest)
und direkt im Anschluss an die Herstellung autoklaviert. 
Agar
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Dieser Puffer sollte ein physiologisches extrazelluläres Milieu nachahmen und wurde für Mikro-
skopie-Experimente mit eukaryotischen Zellen verwendet. Nach Herstellung wurde der Puffer 







1,5 M Tris-Lösung (pH 8,8)
H2
0,5 M Tris-Lösung (pH 6,8)
H2
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Alle in Kap. 3.1 beschriebenen Arbeiten wurden unter aseptischen Bedingungen unter einer Lami-
Die Kultivierung von HEK293T-Zellen erfolgte in 10 cm-Zellkulturschalen in DMEM-Nährmedium 
2
Zellkulturschalen passagiert. Hierfür wurde das alte Nährmedium abgesaugt und die Zellen zum 
-
Menge an Zellsuspension wurde schließlich auf eine neue Zellkulturschale mit genügend frischem 
Nährmedium überführt. Für Experimente wurden HEK293T-Zellen zusätzlich in der gewünschten 
Dichte auf 6 cm-Zellkulturschalen ausgesät. 










bracht. Die Messung der genannten Zellen erfolgte ca. 40 h nach der Transfektion. Für Western-
-
schen Polymer Poly-L-Lysin (
-
-
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Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction
in vitro vervielfältigt werden kann. 
-






Primer der gewünschten Annealing-Temperatur 
entsprachen. Die genauen Strategien zur Erstellung der Primer werden in den entsprechenden 
Kapiteln näher erläutert. Die fertig konstruierten Primer

















Schritt Temperatur Insert-PCR Vektor-PCR






35xAnnealing TM 20 sek 20 sek
Elongation 8 min
Endelongation 5 min 5 min
Aufbewahrung
Bei der Polymerase-Kettenreaktion wird DNA mit Hilfe einer thermostabilen Polymerase in meh-
reren aufeinanderfolgenden Thermozyklen exponentiell vermehrt (Mullis et al.
sich im zweiten Schritt die Primer -
schende Temperatur während des sogenannten Annealing-Schrittes muss hierbei an die Schmelz-
temperatur der verwendeten Primer angepasst werden. Bei der nachfolgenden Elongation bei 
Primer




tielle Vervielfältigung des gewünschten DNA-Abschnittes.
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RT
98 °C 98 °C




Zur Einführung von Punktmutationen in die Aminosäuresequenz eines Proteins wurde eine Muta-
®-Protokoll nach Braman et al.
Hierfür wurde ein Mutagenese-Primer -
des Ausgangsplasmids (Template Primer an die entsprechende Zielsequenz bin-
-
genese wurde nur ein einziger Primer reverse-Primer
durch Wasser ersetzt wurde. Um die Fehlpaarungen des Primer
für die Annealing
zeigt den Primer
Ausgangssequenz GTTTGCCCCAGAG AAA CCCGGCCCCCAGC
Mutagenese-Primer  TTTGCCCCAGAG AGA CCCGGCCCCCAG
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kompetente E. coli -
Sequenzierung überprüft. 
Für den Austausch von DNA-Sequenzen eines bestehenden Plasmids wurde eine Subklonierung 




sodass bei der Ligation das Insert
konnte durch Verdau des Backbone -
log zu Kap. 3.2.4 die zu ersetzende Sequenz ausgeschnitten werden. Damit das gewünschte Insert 
später in das Backbone
dieselben Schnittstellen vorhanden sein. Wenn dies bereits im Plasmid mit der Insert-Sequenz 
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Je ein forward- und reverse-Primer Insert kom-
Primer wei-
Insert
Stoppcodons. Folgendes Beispiel zeigt den forward-Primer 1
einer HindIII-Schnittstelle versehen wurde .
-
enzymen verdaut und anschließend auf einem Agarosegel analog zu Kap. 3.2.5 vom Template 
abgetrennt. 
Die DNA-Fragmente von Backbone und Insert mussten in jedem Fall aus einem Agarose-Gel 
Backbone und Insert mittels 
Ligation analog zu Kap. 3.2.7 verbunden werden konnten. Anschließend wurde das entstandene 
Plasmid in chemisch kompetente E. coli
Sequenzierung überprüft.








Mittels Agarose-Gelelektrophorese lassen sich Gemische unterschiedlicher DNA-Fragmente nach 
-
-
Fragmente unter UV-Licht detektiert werden konnten. Das erstarrte Gel wurde in eine Elektro-
Farbstoffs konnte während der Elektrophorese zudem die Laufweite des Gels verfolgt werden. 
Zusätzlich wurde in mindestens eine weitere Tasche des Gels eine geeignete DNA-Leiter mit Frag-
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des Gels in die DNA interkaliert. Wenn die DNA-Fragmente anschließend zur Klonierung weiter-
dem Agarosegel ausgeschnitten und wie im Kap. 3.2.6 beschrieben isoliert.
DNA mit Hilfe des Monarch®
extrahiert. Hierfür wurde das vierfache Gewichts des Agarosefragments an Dissolve Buffer zuge-




lagern konnten. Typischerweise wurde die Ligation wie in Tabelle 3.4 angesetzt und entweder 
in welchem Ausmaß sich das Backbone ohne Insert ligieren ließ. Hierfür wurde das Insert durch 













ment und den Vektor ein forward- und ein reverse-Primer  
Template Primer
-





Template abgetrennt und die ent-
Template zu verdauen. 
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durch 5‘-ExonukleaseVerdau der 5‘-Enden
durch DNA-PolymeraseErweiterung der 3‘-Enden
durch DNA-LigaseVerknüpfung der Lücken
E. coli 
Da Escherichia coli -
E. coli wurden hierfür aus NEB® 5-alpha Competent 
E. coli et al. -
pententen E. coli zum Vereinzeln auf einer antibiotikafreien LB-Agarplatte ausgestrichen und über 
-
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600
diesem Zeitpunkt in der exponentiellen Wachstumsphase wurden die Bakterien bei 5000 U/min 
-
fertigen chemisch kompetenten E. coli
E. coli
Zur Transformation der hergestellten Plasmide in selbst generierte chemisch kompentente  
et al.
E. coli
E. coli-Mischung auf eine Agarplatte gegeben und mit einem sterilisierten Dri-
galskispatel ausgestrichen. Bei anderen Klonierungen wurden die Bakterien zunächst durch kurze 
E. coli vorsichtig in der restlichen Flüssigkeit resuspendiert. Anschließend wurde die gesamte Sus-




den NEB® 5-alpha kompetente E. coli verwendet und diese entsprechend der Herstellerangaben 
Super 
Optimal broth with Catabolite repression
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gefüllt und direkt autoklaviert. 
-
tion versetzt werden und anschließend in sterile Kunststoff-Petrischalen gegossen werden. Nach 
Die Präparation plasmidischer DNA aus bakteriellen Einzelkolonien erfolgte nach dem Prinzip 
-
sids SDS (Sodium dodecyl sulfate
durch Zugabe von Natriumhydroxid lysiert. Die Alkalisierung des pH-Wertes führte außerdem 
zusammen mit denaturierten Proteinen und anderen Zelltrümmern sowie ausgefälltem Kalium-
-
-
gefällt wurden. Nach Entfernung der alkoholischen Bestandteile und anschließendem Trocknen 
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scent protein Aequorea victoria (Shimomura et al. -
et al. -
gerichtete Mutation der Aminosäuresequenz konnten nicht nur die Eigenschaften des GFPs ste-
 
-Barrel-Struktur aus elf -
-
tion aus einer Tripeptidsequenz (Heim et al.
Gly67 besteht. Die dicht gepackte Struktur des -Barrels -
yellow 
 
varianten werden in den entsprechenden Kapiteln genauer vorgestellt.
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Präparat abgestrahlte Licht betrachtet wird. Durch zusätzliche Verwendung weiterer Filter für 







Der in Abbildung 3.5 gezeigte Grundaufbau eines Fluoreszenzmikroskops entspricht im Prinzip 
dem eines normalen Hellfeldmikroskops. Als Lichtquellen werden meist sehr helle Gasentla-
-
-
gesammelt wird und den dichroischen Spiegel passiert. Dieser fungiert als Strahlenteiler und 
-
lar weitergeleitet wird. Die Eigenschaften der verwendeten Filter und Spiegel müssen genau auf 
die jeweiligen Fluorophore abgestimmt werden und als Detektor kann je nach Anwendungszweck 
z.B. eine Kamera oder ein elektronischer Verstärker (Photomultiplier
bei gleichzeitiger Verwendung mehrerer Fluorophore mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarben 
die entsprechenden Wellenlängenbereiche z.B. durch einen weiteren Strahlenteiler voneinander 
separiert werden.








kann daraufhin die aufgenommene Energie in Form von Strahlung wieder abgeben. Dadurch lässt 
-
len gemessen werden. Durch die Markierung von Proteinen mit Fluorophoren wie GFP-Varianten 
müssen mehrere Voraussetzungen erfüllt sein. 
Energieübertragung von der sechsten Potenz der Entfernung der beiden Fluorophore abhängt: 




Biophysikalische Methoden Kapitel 3
67
transfer (Q0
für den Energietransfer relevanten Wellenlängen und dem Integral aus den sich überlappenden 
2 * Qo * Jn4
2 einen Wert von 
2
aufweisen. In derartigen biologischen Anwengungsformen nimmt 2 daher einen Mittelwert aus 
et al.
Assays muss daher die Positionierung der Fluorophore am jeweiligen Zielprotein experimentell 
Darstellung des Zusammenhangs zwischen FRET-
E und Abstand r zwischen Donor und 
Akzeptor. Als Förster-Radius R0 wurden 4,9 nm 
angenommen.
Darstellung der spektralen Überlappung des 































































A Strahlengang im Messmodus; B Strahlengang im CFP-YFP-Modus
A B
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YFP-Fluoreszenz gemessen wird. 
zur direkten Anregung des YFPs bei 500 nm bestimmt. Die resultierenden Fluoreszenzintensitäten 
wurden jeweils im YFP-Detektionskanal detektiert und der Korrekturfaktor wie folgt berechnet: 
Korrekturfaktor Falschanregung = FYFP angeregt bei 440 nm
FYFP angeregt bei 500 nm (direct YFP)
Darstellung der Exzitations- und Emissions-
spektren von CFP (violett bzw. hellblau) und 
eYFP (grün bzw. orange). Eingerahmt sind die 
durch Strahlenteiler und Anregungs- bzw. Emis-
Anregung (violett) und zur Messung der Emis-
sion von CFP (blau) und YFP (gelb) verwen-
det werden. Die Daten der Spektren wurden 
www.chroma.com/spectra-viewer entnommen.
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Korrekturfaktor Durchbluten = FYFP
FCFP
Mit Hilfe der beiden Korrekturfaktoren konnte von der zu hoch gemessenen YFP-Emission bei 
der Auswertung jeder Zelle die fälschlicherweise detektierte Falschanregung und das Durchblu-
ten subtrahiert werden. Zur Berechnung der korrigierten YFP-Emission wurde folgende Formel 
verwendet: 
korr. YFP = FYFP – Korrekturfaktor Durchbluten * FCFP – Korrekturfaktor Falschanregung * direct YFP
-
beobachten. Die Konzentration des Agonisten und die Dauer der Agoniststimulation ist in jedem 
-
Auswertung
Region of interest ( -
werden konnte. Von der YFP-Intensität wurden zusätzlich Falschanregung und Durchbluten (siehe 
durch direkte Anregung der YFP-Fluoreszenz bei 500 nm ermittelt (direct YFP  
-














































schen Arr3-mTurq und μOR-mVenus
B Resultierende Emissionsratio FYFP/FCFP aus der Messung in A
BA








































A Durch die Baseline der repräsentativen FRET-Messung aus Abb. 3.10 wurde eine monoexponentielle Kurve (rot) 
gelegt und anschließend von den gesamten Daten abgezogen.
B Resultierendes Ergebnis nach der Baseline-Korrektur der in A dargestellten Kurve.
Durch die Auswaschphase nach Agoniststimulation der repräsentativen 
FRET-Messung aus Abb. 3.11 wurde eine monoexponentielle Kurve (rot) 
gelegt.
BA
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Die Berechnung der monoexponentiellen Kurve basierte auf folgender Gleichung: Y = (Y0 – Plateau)* exp(-k * x) + Plateau
Hierbei steht „Plateau“ für den y-Wert bei x = 
erhaltenen k-Werte einer Messreihe wurden gesammelt und durch statistische Tests zwischen 
unterschiedlichen Bedingungen verglichen.
-
und 1 normalisiert: 
y = (FYFP/FCFP) – (FYFP/FCFP)min(FYFP/FCFP)max – (FYFP/FCFP)min
(FYFP/F min entspricht hierbei dem Mittelwert der letzten fünf Messpunkte vor Agonistzugabe 
und (FYFP/F max dem Mittelwert der letzten fünf Messpunkte des bei der Agoniststimulation 
entstandenen Plateaus vor dem Auswaschen.
-
-
beschichtete 96-Well-Platte mit transparentem Boden gesplittet. Die Anzahl der Zellen wurde 
-
-
werden konnte. Anschließend wurde die Messung mit dem Tecan Spark gestartet. Zur Zugabe 
-
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Auswertung
Zur Analyse der gewonnenen Daten wurden die Werte für YFP um das Durchbluten korrigiert (vgl. 
wurde für jede Einzelmessung der erste Wert nach der Agonistinjektion von allen anderen Werten 
mengefasst. Die so entstandenen Werte der Emissionsratio wurden als Graph gegen die Zeit auf-
et al.
dem es nach wenigen Nanosekunden in den Grundzustand fällt und die freiwerdende Energie in 
Form eines Lichtquanten abgibt. Statt der Emission von Biolumineszenz kann die Energie auch 












Emissionsratio von YFP und CFP während einer 
FRET-Messung der Interaktion zwischen Arr3-CFP 
und Ub-YFP nach Aktivierung von überexprimier-
tem PTHR. 
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Aequorea victoria wird durch die Emission von 




und es kann bei der Nutzung von Biolumineszenz nicht zum Photobleichen des Donors kommen 
(Newman et al.
Biolumineszenz des Donors und die Fluoreszenz des Akzeptors in getrennten Kanälen gemessen. 
basieren auf der aus der Seefeder Renilla reniformis et al.
-Luziferase Fluc aus 
Oplophorus 
gracilirostris stammende NanoLuc® et al.
-
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® et al.
ist und weniger Autolumineszenz produziert (Hall et al.
Auf 6 cm-Schalen kultivierte HEK293T-Zellen wurden ca. 24 h nach der transienten Transfek-













Emissionsratio von YFP und Nluc wäh-
rend einer BRET-Messung der Interak-
tion zwischen Arr3-Nluc und Ub-YFP 
nach Aktivierung des überexprimierten 
PTHR. 











Emissionslicht, welches der Fokus-
ebene entspringt (grüner Lichtstrahl) 
wird durch das Pinhole auf den Detek-
tor fokussiert, während Licht von 
außerhalb der Fokusebene (roter Licht-
strahl) größtenteils nicht zum Detektor 
gelangt. 
Auswertung
Zur Analyse der gewonnenen Daten wurde aus den Einzelwerten für Nluc und YFP die Emis-
sionsratio (FYFP/FNluc
wurde für jede Einzelmessung der erste Wert nach der Agonistinjektion von allen anderen Wer-
zusammengefasst. Die so entstandene Emissionsratio wurde als Graph gegen die Zeit aufgetragen 
-
Streulicht von Strukturen außerhalb der Fokusebene minimiert werden kann und dadurch die 
das Präparat geleitet und daraus schließlich ein Bild konstruiert. 
Durch die Verwendung von Lochblenden (engl. Pinholes
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Pinholes lässt sich meist frei einstellen und ist 
Airy 
Unit
tivs sowie von den Wellenlängen des Lichtes. 







übereinander liegen (siehe Pfeile) nicht getrennt voneinander detektiert werden können, obwohl sie nicht in direk-
ter räumlicher Nähe liegen. Bei Verwendung eines Konfokalmikroskops wird hingegen nur eine geringe Z-Höhe 
der Zelle analysiert, sodass die mit Pfeilen markierten Signale getrennt werden können.
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dass es keinerlei Korrelation zwischen den beiden Variablen gibt. Der Pearson-Korrelationskoef-
r p  = 
 ((Ri – Ravg)(Gi – Gavg))(Ri – Ravg)2 (Gi – Gavg)2
i und Gi die Intensitäten einzelner Voxel beispielsweise im roten bzw. grünen 
avg bzw. Gavg die durchschnittlichen Fluoreszenzintensitäten in den beiden Kanälen. 
-
durchgeführt. Dieses war ausgestattet mit einem -
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Als Strahlenteiler wurde für die gleichzeitige Aufnahme von blauer und gelber Fluoreszenz 
Das vom Präparat ausgehende Emissionslicht wurde dabei durch den Strahlenteiler geleitet und 
Spaltblenden konnte der gewünschte zu detektierende Wellenlängenbereich frei gewählt wer-
mehrere Photomultiplier registriert und die Intensität des gesamten einfallenden Lichts für jeden 
skopie für einen Pixel nur sehr wenig Fluoreszenzlicht emittiert wird. Diese gesamte Detektions-






Schematische Darstellung der Detektoreinheit
Spaltblenden und Spiegel auf die einzelnen Detektoren (= Pho-
tomultiplier) geleitet. 












































Darstellung der Exzitations- und Emissionsspekt-
ren von CFP (violett bzw. blau) und eYFP (grün bzw. 
orange). Die Anregungswellenlängen sind durch 
violette (405 nm) bzw. grüne (514 nm) Linien ange-
zeigt, die Wellenlängenbereiche, die zur Detek-
tion verwendet wurden, sind blau (CFP) und gelb 
(YFP) eingerahmt. Die Daten der Spektren wurden 
www.chroma.com/spectra-viewer entnommen.
Darstellung der Exzitations- und Emissions-
spektren von GFP (blau bzw. grün) und mCherry 
(orange bzw. rot). Die Anregungswellenlän-
gen sind durch blaue (488 nm) bzw. orangefar-
bene (543 nm) Linien angezeigt, die Wellen-
längenbereiche, die zur Detektion verwendet 
wurden, sind grün (GFP) und rot (mCherry) 
eingerahmt. Die Daten der Spektren wurden 
www.chroma.com/spectra-viewer entnommen.





ben eingestellt. Die konfokalen Bilder wurden in einem Format von 2048 x 2048 Pixeln bei einer 
Zeile der Mittelwert aus insgesamt drei Messungen ausgegeben (Line Average
und die aufgenommenen Bilder als .lif-Dateien gespeichert. Auf jedem Deckgläschen konnten so 












Kapitel 3  Methoden 
82
Fluorescence Recovery After Photobleaching 
Fluorescence Recovery After Photobleaching
-
rung mit Fluorescein zu untersuchen (Peters et al. -
werden die Fluorophore in einem begrenzten Bereich der Zelle durch Bestrahlung mit Laserlicht 













Sind die geblichenen Fluorophore immobil, so bleibt die Fluoreszenzintensität anschließend unverändert auf nied-
rigem Level (grün). Können sich die Fluorophore jedoch bewegen, so steigt die Fluoreszenz im geblichenen Bereich 
anschließend wieder an (blau). (Abbildung verändert nach Houtsmuller, 2005.)
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et al.
die Stärke von Protein-Protein-Interaktionen untersucht werden. Hierbei werden zwei interagie-
rende Proteine mit unterschiedlichen Fluorophoren markiert und die laterale Mobilität des einen 
Proteins z.B. durch extrazelluläre Quervernetzung von Membranproteinen eingeschränkt. Wenn 
-
aktion der beiden Proteine (Digby et al. -
Bei einer transienten Interaktion der beiden Proteine ist die Wiederkehr des zweiten Proteins 
















Fluoreszenzwiederkehr eines mobilen Proteins (blau) bei keiner, transienter oder stabiler Interaktion mit einem 
et al., 2006.)
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Auf diese Weise wurde beispielsweise die Dissoziation der G-Protein-Untereinheiten (Digby et 
al. et al.
analysiert (Zindel et al.
-
anten wurde ein Diodenlaser mit einer Anregungswellenlänge von 405 nm und zur Anregung 
von YFP-Varianten ein Argonlaser mit 514 nm verwendet. Zur gleichzeitigen Beobachtung von 
aufgenommen. Die Lochblende des Konfokalmikroskops wurde auf 1 Airy Unit -
-
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Wizard genutzt. Für die Messung einer Zelle wurde hierbei folgendes Zeitprotokoll verwendet:
Vor dem Bleichen Bleichpuls Nach dem Bleichen
Anzahl der Bilder 5 1 5 15
2 2 5 10
-
chem Zoom und wurde mit einer Frequenz von 1000 Hz erstellt. Die Laserintensität für die Bilder 




um die anschließenden Berechnungen durchzuführen. 





nen Anteils der Fluorophore wurden die fünf Messpunkte vor dem Bleichpuls von Datensatz B 
gemittelt (B0
Fluoreszenzintensität berechnet werden konnte ( BB0 -








D = * 100 %C – C1C0 – C1





betroffene Zelle nicht weiter berücksichtigt. Zur graphischen Darstellung wurden alle Messreihen 
mit gleichen Bedingungen zusammengefasst und die Mittelwerte der Fluoreszenzintensitäten als 
























Links: Gemessene Zelle mit ROIs um geblichenen Bereich (ROI1, grün) und die restliche Zellmembran (ROI2, 
violett).
Rechts: Messwerte für geblichenen Bereich (Datensatz A, grün) und ungeblichene Zellmembran (Datensatz B, 
violett) sowie um das Photobleichen korrigierte Werte der geblichenen ROI (Datensatz C, orange).
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-
sität nach dem Bleichpuls gesondert betrachtet und für jede einzelne Messreihe eine mono-
-
der Gleichung durchgeführt: Y = Y0 + (Plateau – Y0) * (1 – exp(-k * x))  
„Plateau“ steht für den y-Wert bei x =  und k für die Geschwindigkeitskonstante. Die erhaltenen 
k-Werte wurden gesammelt und durch statistische Tests zwischen unterschiedlichen Bedingun-
gen verglichen.
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E. coli ver-
wendet. Dieser Bakterienstamm wurde speziell für die Expression von eukaryotischen Protei-
E. coli 
Sequenz für das zu exprimierende Protein muss hierzu in einem passenden Expressionsvektor 
vorliegen. Der in dieser Arbeit verwendete Vektor basiert auf dem E. coli
tag entfernt wurde. Die Expres-





600 E. coli-Zellen 
sich also in der exponentiellen Wachstumsphase befanden. Zu diesem Zeitpunkt wurde durch die 
-
Zur Analyse von in HEK293T-Zellen exprimierten Proteinen wurden diese ca. 24 h nach der 
Transfektion geerntet. Hierzu wurden die auf 6 cm-Schalen gewachsenen Zellen zunächst mit 
Inkubation auf Eis wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers abgekratzt und zusammen mit 
dem Puffer in ein Eppendorfgefäß überführt. Anschließend wurden die Proben für 30 s mit dem 
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-
Die absolute Proteinkonzentration einer Probe wurde photometrisch mittels Bradford-Assay 
tionsspektrum des Farbstoffs von 470 nm zu 595 nm verschoben wird. Die Zunahme der Absorp-
-




inkubiert und mit dem Plattenlesegerät Tecan Spark anschließend die Absorption der Proben bei 
595 nm gemessen. Aus den Ergebnissen wurden die Konzentrationen der Proteinproben berech-
net und die gewünschte Menge an Protein anschließend für weitere Experimente verwendet. 
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Zur Analyse des Ubiquitinierungslevels der Arrestine wurden in dieser Arbeit Immunopräzipita-
tionen von FLAG-markierten Arrestinen durchgeführt. Hierfür wurden für jede zu behandelne 
®











Zelllysat wird mit Agarose-gekoppelten Antikörpern versetzt, welche Proteine mit den passenden Antigenen (hier: 
grüne Kreise) binden. Die Immunokomplexe können anschließend präzipitiert und vom restlichen Zelllysat abge-
trennt werden.
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Das in dieser Arbeit verwendete Protokoll basiert auf der Publikation von Kao et al.
 




portional zur Masse mit einer negativen Ladung versehen. Durch die zusätzliche Verwendung von 
Proteine nahezu vollständig entfaltet werden. Als Trennmedium dient ein zweigeteiltes Gel auf 
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zutragenden Proteinproben wurden mit 5x SDS-Probenpuffer gemischt und zusammen mit einem 
gesamte Polyacrylamid-Gel durchquert hatte. 
-
Tank Blot-
Methode von Towbin et al.  
acrylamid-Gel gerichteten elektrischen Feld und bleiben aufgrund hydrophober Wechselwirkun-
gen an der PVDF-Membran haften. 
Nach erfolgter Elektrophorese wurde das Polyacrylamid-Gel der Gelelektrophoresekammer 
entnommen und mit Hilfe des Mini Trans-Blot® -
® -
von 325 mA angelegt. Nach Beendigung des Proteintransfers wurde die PVDF-Membran entnom-
Polyacrylamidgel PVDF-Membran
Polyacrylamidgel und PVDF-Mem-
bran werden aufeinandergelegt und 
auf beiden Seiten mit Whatman-Fil-
terpapier (hellgrau) und Schwämmen 
(dunkelgrau) bedeckt. Die Proteine 
auf dem Polyacrylamidgel folgen dem 
elektrischen Feld und bleiben an der 
PVDF-Membran haften.
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Die Banden der zu untersuchenden Proteine wurden auf der PVDF-Membran durch die Verwen-
direkt an eine Struktur des Zielproteins binden konnte. Die Inkubation erfolgte meist für etwa 




wendet. Dabei wurden mit dem Volume Tool -
-
eine Ladungskontrolle durchgeführt. Hierfür wurde entweder die auf das Gel aufgetragene Menge 
-




Immunodektektion membrangebundener  
Proteine
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Waschen mit verschiedenen Puffern wieder neutralisiert. Zuerst wurde die Membran zweimal für 
-
-
Zur statistischen Auswertung der Experimente wurden die Daten von zwei oder drei unabhängi-
bezeichnet hierbei die Anzahl der Einzelexperimente wie z.B. die Anzahl untersuchter Zellen oder 
Wells. Alle Abbildungen zeigen den Mittelwert ± Standardfehler (Standard error of the mean


















toren als dem AT1 2 2V2
-
zurückkehrt als das Wildtyp-Arrestin. 
polar core
et al. et al. -
-






Die FRAP-Messungen wurden durchgeführt, wie in Kap. 3.3.5.3 beschrieben. Die Rezeptoren wurden für 15 min bei 
37 °C bzw. Raumtemperatur (unvernetzte Rezeptoren) mit 10 μM Isoprenalin stimuliert und anschließend die Fluo-
reszenzwiederkehr nach Photobleichen simultan für mTurq-markiertes Arr3 und YFP-markierte Rezeptoren aufge-
nommen. Die Werte wurden auf die Fluorezenzintensität vor dem Bleichen (100 %) und nach dem Bleichen (0 %) nor-
malisiert. A: Wiederkehr der auf der Mutation ED389AA basierenden Arrestin-3-Varianten. B: Wiederkehr des 2V2R 
in den Experimenten von A. C: Wiederkehr der auf der Mutation R170E basierenden Arrestin-3-Varianten. D: Wieder-
kehr des 2V2R in den Experimenten von C. (A/B: WT: n = 33; KK11RR: n = 31; ED389AA: n = 32; KK11RR ED389AA: 
n = 32; unvernetzt: n = 24; C/D: WT: n = 35; KK11RR: n = 38; R170E: n = 40; KK11RR R170E: n = 40; unvernetzt: n = 22 
von drei unabhängigen Messtagen)
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-







werden. Wurden diese Aminosäuren ohne die Lysin-zu-Arginin-Mutation in Arrestin-3 ausge-
-




































mit Agonist stimuliert und anschließend mit dem Konfokalmikroskop untersucht. Der Maßstab entspricht 10 μm. 




















Visualisierung der Lokalisation der Arrestin-3-Mutanten mit dem 2AR-SSS (A) oder dem 2V2R (B) nach Sti-
mulation der Zellen mit 10 μM Isoprenalin oder dem PTHR (C) nach Stimulation der Zellen mit 1 μM PTH 1-34.










Die Colokalisation von Rezeptoren und Arrestin-3 in konfokalen Bildern wurde mithilfe des Pearson-Korrelations-
2AR-SSS (A), 2V2R 
(B) und dem PTHR (C). (A: Arr3 WT: n = 21; Arr3 KK11RR: n = 20; Arr3 ED389AA: n = 20; Arr3 KK11RR ED389AA: 
n = 19; Arr3 R170E: n = 20; Arr3 KK11RR R170E: n = 20; B: Arr3 WT: n = 22; Arr3 KK11RR: n = 22; Arr3 ED389AA: 
n = 23; Arr3 KK11RR ED389AA: n = 22; Arr3 R170E: n = 23; Arr3 KK11RR R170E: n = 22; C: Arr3 WT: n = 20; Arr3 
KK11RR: n = 19; Arr3 ED389AA: n = 18; Arr3 KK11RR ED389AA: n = 19; Arr3 R170E: n = 20; Arr3 KK11RR R170E: 
n = 21 von drei unabhängigen Messtagen). Zur statistischen Auswertung wurden einfache ANOVA-Tests gefolgt 




































































































 Arr3 WT  Arr3 ED389AA 













































































A Transient mit AT1R, GRK2, Arr3-GFP und mCherry-
mit 1 μM Angiotensin II (AT II) stimuliert und anschlie-
ßend mit dem Konfokalmikroskop untersucht. Der 
Maßstab entspricht 10 μm. 
B Die Colokalisation von EEA1 und Arrestin-3 in kon-
fokalen Bildern wurde mithilfe des Pearson-Korrela-
KK11RR: n = 32; Arr3 ED389AA: n = 28; Arr3 KK11RR 
ED389AA: n = 28 von drei unabhängigen Messtagen). 
Zur statistischen Auswertung wurde eine einfache 
ANOVA gefolgt von einem Tukey-Posttest durchge-
führt (****p < 0,0001, ns p  0,05). 











































































Varianten nach Stimulation des V R
A Transient mit V2R, GRK2, Arr3-GFP und mCherry-
mit 1 μM AVP stimuliert und anschließend mit dem 
Konfokalmikroskop untersucht. Der Maßstab ent-
spricht 10 μm. 
B Die Colokalisation von EEA1 und Arrestin-3 in kon-
fokalen Bildern wurde mithilfe des Pearson-Korrela-
KK11RR: n = 28; Arr3 ED389AA: n = 28; Arr3 KK11RR 
ED389AA: n = 29 von drei unabhängigen Messtagen). 
Zur statistischen Auswertung wurde eine einfache 
ANOVA gefolgt von einem Tukey-Posttest durchge-
führt (****p < 0,0001, ns p  0,05). 
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Internalisierung von Arrestin-3 mit dem V2  (im Gegensatz zum AT1
V2
-
Da die Ergebnisse mit dem V2





















































A Transient mit V2
30 min bei 37 °C mit 1 μM AVP stimuliert und anschließend mit dem Konfokalmikroskop untersucht. Der Maßstab 
entspricht 10 μm. 
B Die Colokalisation von EEA1 und Arrestin-3 in konfokalen Bildern wurde mithilfe des Pearson-Korrelationsko-
(n = 10); 2: serumfreies Medium, mit GRK2 (n = 10); 3: serumhaltiges Medium, ohne GRK2 (n = 11). Zur statis-
tischen Auswertung wurde eine einfache ANOVA gefolgt von einem Tukey-Posttest durchgeführt (ns p  0,05).
A
B
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1 -






den Lysine 11 und 12 daher nicht zwingend als Ubiquitinierungsstellen zur Verfügung stehen. 
A FLAG-markiertes Arrestin-3 wurde nach Stimulation des PTHR mit 1 μM PTH 1-34 für 60 min bei 37 °C mit Anti-
Ubiquitin-Antikörper das Ubiquitinierungslevel (oben) sowie mit einem FLAG-Antikörper die gesamte Menge des 
präzipitiertem Arr3-FLAG untersucht (unten). Die Zahlen zeigen an, welche Arr3-Mutante verwendet wurde: 1: 
Arr3 WT; 2: Arr3 KK11RR; 3: Arr3 ED389AA; 4: Arr3 KK11RR ED389AA; 5: Arr3 R170E; 6: Arr3 KK11RR R170E. 
B -
sität dividiert (n = 3 unabhängige Transfektionen). Zur statistischen Auswertung wurde eine einfache ANOVA 
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um die Ubiquitinierung des Proteins gänzlich zu verhindern. Mithilfe dieser Mutante sollte der 
Zusammenhang zwischen Ubiquitinierung und Internalisierung von Arrestin-3 untersucht werden. 
Ähnliche Experimente mit einer lysinlosen Arrestin-3-Variante ( -arrestin20K


















































Die FRET-Messungen zwischen CFP-markiertem Arrestin-3 und YFP-markierten Rezeptoren wurden durchge-
-
gewaschen. Die Baselines aller Kurven wurden auf die fünf letzten Werte vor Agonistgabe normalisiert und die 
FRET-Änderungen als Mittelwerte ± SEM dargestellt ( 2AR-SSS: Arr3 WT: n = 10; Arr3 noK: n = 10; 2V2R: Arr3 
WT: n = 10; Arr3 noK: n = 12; PTHR: Arr3 WT: n = 10; Arr3 noK: n = 11 von zwei unabhängigen Messtagen). Bei 
diesen Messungen wurde eine Anregungsfrequenz von 2 Hz verwendet.















Transient mit PTHR-mCherry, 
-
zierte Zellen wurden für 30 min 
bei 37 °C mit 1 μM PTH 1-34 sti-
muliert und anschließend mit 
dem Konfokalmikroskop unter-
sucht. Der Maßstab entspricht 
10 μm. 
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Um die Auswirkungen einzelner Punktmutationen von Lysinresten auf die Ubiquitinierung von 
Assay
zur Messung der Arrestin-Ubiquitin-Interaktion ungeeignet. Stattdessen wurde ein phosphorylie-
et al.
Baseline wurden die 
Kurven der beiden Konditionen zum besseren Vergleich auf den ersten Messpunkt nach Agonist-
onsratios recht schnell auf die Ausgangswerte vor der Zugabe von PTH 1-34 zurück und stiegen 
Baseline beruht. Insgesamt konnte 
















FRET-Messungen wurden am Tecan Spark zwischen mTurq-markiertem 
Arrestin-3 und YFP-markiertem Ubiquitin in Anwesenheit von PTHR WT 
in Kap. 3.3.2.6 beschrieben. Zum angegebenen Zeitpunkt wurde Agonist-
lösung von Hand hinzupipettiert, sodass die Endkonzentration 1 μM PTH 
1-34 betrug. Alle Kurven wurden auf den Zeitpunkt der Agonistgabe nor-
malisiert und die FRET-Änderungen als Mittelwerte ± SEM dargestellt 
(PTHR WT: n = 10; PTHR PD: n = 10 von zwei unabhängigen Messtagen).
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Da Perroy et al.
des Arrestins demonstrieren.
Stattdessen wurden die Ubiquitinierungslevel von Arrestin-3 weiter durch Immunopräzipitation 


















BRET-Messungen wurden am Tecan Spark zwischen Nluc-markiertem 
Arrestin-3 und YFP-markiertem Ubiquitin in Anwesenheit von PTHR 
wie in Kap. 3.3.3.3 beschrieben. Zum angegebenen Zeitpunkt wurde Ago-
nistlösung von Hand hinzupipettiert, sodass die Endkonzentration 1 μM 
PTH 1-34 betrug. Alle Kurven wurden auf den Zeitpunkt der Agonist-
gabe normalisiert und die BRET-Änderungen als Mittelwerte ± SEM dar-
gestellt (PTHR WT: n = 30; PTHR PD: n = 20 von zwei unabhängigen 
Messtagen).
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-
tinierung von Arrestin-3 beibehalten. 















FLAG-markiertes Arrestin-3 wurde nach Stimulation des 2AR mit 10 μM bzw. des PTHR mit 1 μM PTH 1-34 bei 
-
tern Blots aus den Präzipitaten wurde mit einem Ubiquitin-Antikörper das Ubiquitinierungslevel (oben) sowie mit 
einem FLAG-Antikörper die gesamte Menge des präzipitiertem Arr3-FLAG untersucht (unten). Die Abbildung 
zeigt repräsentative Blots von drei unabhängigen Wiederholungen.
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Lysinreste agonistabhängig ubiquitiniert werden.
chenden Proteins und die nachgeschaltete massenspektrometrische Analyse der resultierenden 
Peptidfragmente detektiert werden (Polge et al.
rungsstellen von Proteinen zum einen durch fehlende Spaltung hinter den entsprechenden Lysinen 
den Verdau entstandene Gemisch tryptischer Peptide des Zielproteins (und seiner peptidischen 



















M G E K P G T R V F K K S S P N C K L T V Y L G K R D F V D H L D K V D P V D G V V L V D P D Y L K
D R K V F V T L T C A F R Y G R E D L D V L G L S F R K D L F I A N Y Q A F P P T P N P P R P P T R
L Q E R L L R K L G Q H A H P F F F T I P Q N L P C S V T L Q P G P E D T G K A C G V D F E I R A F
C A K S L E E K S H K R N S V R L V I R K V Q F A P E K P G P Q P S A E T T R H F L M S D R
S L H L E A S L D K E L Y Y H G E P L N V N V H V T N N S T K T V K K I K V S V R Q Y A D I C L F S
T A Q Y K C P V A Q V E Q D D Q V S P S S T F C K V Y T I T P L L S N N R E K
R G L A L D G K L K H E D T N L A S S T I V K E G A N K E V L G I L V S Y R V K V K L V V S R
G G D V S V E L P F V L M H P K P H D H I A L P R P Q S A A P E T D A P V D T
N L I E F E T N Y A T D D D I V F E D F A R L R L K G L K D E D Y D D Q F C
In der Aminosäuresequenz von bovinem Arrestin-3 (kurze Isoform) wurden alle Fragmente, die Arrestin-3 zuge-
ordnet werden konnten, mit einer hellgrünen Box unterlegt. Alle Lysine (K), die in diesen Peptidstücken enthalten 
sind, wurden blau hervorgehoben, während die Lysine, die nicht in den MS-Ergebnissen abgedeckt wurden, rot 
markiert wurden.
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wobei die Lysinreste in diesen Bereichen blau markiert wurden. Alle nicht wiedergefundenen 
Lysine sind rot gekennzeichnet.
Interessanterweise wurde am Lysin in Position 178 von Arrestin-3 in den zuvor stimulierten Pro-
aktion beteiligt ist und daher grundsätzlich für Ubiquitinligasen erreichbar sein sollte. In weiteren 
rungsstelle von Arrestin-3 auf das Verhalten des Proteins hat.
Finger loop Finger loop
N-Domäne N-Domäne
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anschließend in unseren Messsystemen mit Wildtyp-Arrestin verglichen. Dadurch sollte der Ein-
beeinträchtigt.
mulation mit PTH 1-34 mittels Konfokalmikroskopie analysiert. In Abb. 4.17 A sind repräsentative 













Die FRET-Messungen zwischen mTurq-markiertem 
Arrestin-3 und YFP-markiertem PTHR wurden durchge-
führt, wie in Kap. 3.3.2.5 beschrieben. Nach Applikation 
100 nM PTH 1-34 perfundiert und die Liganden anschlie-
Base-
lines aller Kurven wurden auf die letzten fünf Werte vor 
Agonistgabe normalisiert und die FRET-Änderungen als 
Mittelwerte ± SEM dargestellt (Arr3 WT: n = 18; Arr3 
K178R: n = 170 von drei unabhängigen Messtagen). Bei 
diesen Messungen wurden Bilder mit einer Frequenz von 
2 Hz aufgenommen.
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Die Untersuchung der Ubiquitinierungslevel beider Arrestine nach 60-minütiger Stimulation des 
-
A
PTH 1-34 stimuliert und anschließend mit dem Konfokalmikroskop untersucht. Der Maßstab entspricht 10 μm. 
B Die Colokalisation von PTHR und Arrestin-3 in konfokalen Bildern wurde mittels Pearson-Korrelations- 




























































A FLAG-markiertes Arrestin-3 wurde nach Stimulation des PTHR mit 1 μM PTH 1-34 für 60 min bei 37 °C mit 
mit einem Ubiquitin-Antikörper das Ubiquitinierungslevel (oben) sowie mit einem FLAG-Antikörper die gesamte 
Menge des präzipitiertem Arr3-FLAG untersucht (unten). 
B 
dividiert (n = 4 unabhängige Transfektionen). Zur statistischen Auswertung wurde ein einseitiger t-Test durch-
geführt (****p < 0,0001). 
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wurde als Arr3 WT. Daher wurden in einem vorherigen Versuch unterschiedliche Mengen von 
A
acrylamidgel aufgetragen. 
Nach Erstellung eines Western Blots wurde mit einem FLAG-Antikörper das Expressionslevel von Arr3 K178R mit 
Arr3 WT verglichen (oben). Als Beladungskontrolle wurde ein Aktin-Antikörper verwendet (unten). 
B
































































A 24 Stunden nach der Transfektion mit Arr3-FLAG-Varianten wurden die Zellen für den angegebenen Zeitraum 
mit 300 μM CHX inkubiert, lysiert und je 40 μg Protein auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Nach Erstellung 
eines Western Blots wurde mit einem FLAG-Antikörper die Proteinmenge von Arr3 WT und Arr3 K178R vergli-
chen. Als Beladungskontrolle wurde ein Aktin-Antikörper verwendet. 
B -
sität dividiert. Zum besseren Vergleich wurden die Werte auf die unbehandelte Kontrolle (0 Stunden) normali-
siert (n = 3 unabhängige Transfektionen). Zur statistischen Auswertung wurde ein einseitiger t-Test durchgeführt 











0 8 16 24 31 47 Stunden
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Da die massenspektrometrische Analyse nur eine einzige Ubiquitinierungsstelle in Arrestin-3 
Ubiquitinierungsstelle von Arrestin-3 (Akimov et al. et al. et al.
Udeshi et al.
et al. et al. et al. et al. et al.
Udeshi et al. et al. et al. et al.
et al.
für weitere Experimente adressiert. 
Messsystemen untersucht wurden.






Die Lysinreste, welche in weiteren Experimenten zu Argininen mutiert werden sollten, sind in grün hervorgeho-
ben. Da K308 in der Kristallstruktur nicht aufgelöst werden konnte, wurde stattdessen das benachbarte V307 
nicht dargestellt.




Interaktion dieser Arrestine mit dem 2V2
et al. et al. et al.
zelmutanten waren noch funktional.
V
A Die FRET-Messungen zwischen mTurq-markiertem Arrestin-3 und YFP-markiertem 2V2R wurden durchge-
Baseli-
nes aller Kurven wurden auf die fünf letzten Werte vor Agonistgabe normalisiert und die FRET-Änderungen als 
Mittelwerte ± SEM dargestellt.
B
und die k -Werte als Mittelwerte ± SEM aufgetragen (Arr3 WT: n = 33 von sechs Messtagen; Arr3 K50R: n = 17; 
Arr3 K108R: n = 16; Arr3 K153R: n = 16; Arr3 K293R: n = 18; Arr3 K295R: n = 18; Arr3 K308R: n = 17; Arr3 K398R: 
n = 17 von drei unabhängigen Messtagen). Zur statistischen Auswertung wurde eine einfache ANOVA gefolgt von 
einem Tukey-Posttest durchgeführt (ns p  0,05).





















































































Lysin-zu-Arginin-Mutationen und damit die Blockade der Ubiquitinierung an jeweils einer Stelle 











1 μM PTH 1-34 stimuliert und anschließend mit dem Konfokalmikroskop untersucht. Der Maßstab entspricht 10 μm. 
Die Colokalisation zwischen PTHR und Arrestin-3 in konfokalen Bildern wurde mithilfe des Pearson-Korrelations-
n = 28; Arr3 K295R: n = 28; Arr3 K308R: n = 29; Arr3 K398R: n = 30 von drei unabhängigen Messtagen). Zur statis-
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präzipititert und die Ubiquitinierungslevel mittels Western Blot mit Wildtyp-Arrestin-3 vergli-
-
-












A FLAG-markiertes Arrestin-3 wurde nach 
Stimulation des PTHR mit 1 μM PTH 1-34 für 
immunopräzipitiert. Nach Erstellung eines 
Western Blots aus den Präzipitaten wurde 
mit einem Ubiquitin-Antikörper das Ubiquiti-
nierungslevel (oben) sowie mit einem FLAG-
Antikörper die gesamte Menge des präzipitier-
tem Arr3-FLAG untersucht (unten). 
B -
ziert und die Werte für die Ubiquitin-Intensi-
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Untersuchung von Arr3 8K R und Arr3 6K R
Da bisher keine der Lysin-zu-Arginin-Einzelmutationen eine Auswirkung auf das Verhalten von 
alle bisher untersuchten Mutationen in einer Arrestin-3-Mehrfachmutante vereinigt und analy-
siert ( . Da die Lysine 
K293 und K295 in unseren Experimenten nicht als Ubiquitinierungsstellen dienten (vgl. Abb. 














































A Die FRET-Messungen zwischen mTurq-markiertem Arrestin-3 und YFP-markiertem 2V2R wurden durchge-
Baseli-
nes aller Kurven wurden auf die fünf letzten Werte vor Agonistgabe normalisiert und die FRET-Änderungen als 
Mittelwerte ± SEM dargestellt.
B
die k -Werte als Mittelwerte ± SEM aufgetragen (Arr3 WT: n = 11; Arr3 6K R: n = 11; Arr3 8K R: n = 10 von 
zwei unabhängigen Messtagen). Zur statistischen Auswertung wurde eine einfache ANOVA gefolgt von einem 
Tukey-Posttest durchgeführt (ns p  0,05).
A B





konnte ebenfalls unter keinen Bedingungen beobachtet werden. 
































































A Transient mit PTHR-mCherry, GRK2 und Arr3-
mit 1 μM PTH 1-34 stimuliert und anschließend mit 
dem Konfokalmikroskop untersucht. Aufgrund des 
variablen Phänotyps der Mutanten sind jeweils zwei 
repräsentative Bilder mit unterschiedlichem Verhalten 
abgebildet. Der Maßstab entspricht 10 μm. 
B Die Colokalisation von PTHR und Arrestin-3 in 
konfokalen Bildern wurde mithilfe des Pearson-
 
n = 30; Arr3 6K R: n = 40; Arr3 8K R: n = 38 von 
drei unabhängigen Messtagen). Zur statistischen 
Auswertung wurde eine einfache ANOVA gefolgt von 
einem Tukey-Posttest durchgeführt (****p < 0,0001, 
ns p  0,05). 
Arr3






























































































dem Konfokalmikroskop untersucht. Der Maßstab entspricht 10 μm. Die Colokalisation von Rezeptoren und Arres-
Auswertung wurden einseitige t-Tests durchgeführt (****p < 0,0001). 
A Lokalisation von Arr3 6K R nach Stimulation des 2AR-SSS (Arr3 WT: n = 34; Arr3 6K R: n = 34 von drei 
unabhängigen Messtagen).
B Lokalisation von Arr3 6K R nach Stimulation des 2V2R (Arr3 WT: n = 39; Arr36K R: n = 40 von drei unab-
hängigen Messtagen).
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6K mit dem AT1 2 -
6K  


























































































fokalmikroskop untersucht. Der Maßstab entspricht 10 μm. Die Colokalisation von EEA1 und Arrestin-3 in kon-
wurden einseitige t-Tests durchgeführt (****p < 0,0001, ns p  0,05). 
A Lokalisation von Arr3 6K R nach Stimulation des AT1R mit 1 μM AT II (Arr3 WT: n = 24; Arr3 6K R: n = 24 
von drei unabhängigen Messtagen).
B Lokalisation von Arr3 6K R nach Stimulation des V2R mit 1 μM AVP (Arr3 WT: n = 23; Arr3 6K R: n = 23 von 
drei unabhängigen Messtagen).
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Untersuchung von Arr3 4K R und Arr3 2K R
K
Messungen mit dem 2V2  wie Wildtyp-Arrestin.
für Arr3 WT und zeigten im Vergleich zu Arr3 6K











































A Die FRET-Messungen zwischen mTurq-markiertem Arrestin-3 und YFP-markiertem 2V2R wurden durchge-
Baseli-
nes aller Kurven wurden auf die fünf letzten Werte vor Agonistgabe normalisiert und die FRET-Änderungen als 
Mittelwerte ± SEM dargestellt.
B
die k -Werte als Mittelwerte ± SEM aufgetragen (Arr3 WT: n = 11; Arr3 2K R: n = 12; Arr3 4K R: n = 10 von 
zwei unabhängigen Messtagen). Zur statistischen Auswertung wurde eine einfache ANOVA gefolgt von einem 
Tukey-Posttest durchgeführt (ns p  0,05).
A B
































































A Transient mit PTHR-mCherry, GRK2 und Arr3-GFP 
1 μM PTH 1-34 stimuliert und anschließend mit dem 
Konfokalmikroskop untersucht. Der Maßstab ent-
spricht 10 μm. 
B Die Colokalisation von PTHR und Arrestin-3 in 
konfokalen Bildern wurde mithilfe des Pearson-
 
n = 30; Arr3 2K R: n = 30; Arr3 4K R: n = 31 von 
drei unabhängigen Messtagen). Zur statistischen 
Auswertung wurde eine einfache ANOVA gefolgt von 
einem Tukey-Posttest durchgeführt (****p < 0,0001, 
ns p  0,05). 
Arr3
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übertragen ließ. Bemerkenswerterweise ergab sich hier jedoch mit dem 2
 einen dem Wildtyp ent-
K




























































































dem Konfokalmikroskop untersucht. Der Maßstab entspricht 10 μm. Die Colokalisation von Rezeptoren und Arres-
Auswertung wurden einseitige t-Tests durchgeführt (****p < 0,0001). 
A Lokalisation von Arr3 4K R nach Stimulation des 2AR-SSS (Arr3 WT: n = 30; Arr3 4K R: n = 27 von drei 
unabhängigen Messtagen).
B Lokalisation von Arr3 4K R nach Stimulation des 2V2R (Arr3 WT: n = 27; 4K R: n = 26 von drei unabhängi-
gen Messtagen).




in allen Fällen in die durch den endosomalen Marker EEA1 kenntlich gemachten Endosomen 
aufgenommen wurde.
Insgesamt wurde durch die Kombination von nur vier Mutationen die Fähigkeit von Arres-
6K

























































































fokalmikroskop untersucht. Der Maßstab entspricht 10 μm. Die Colokalisation von Rezeptoren bzw. EEA1 und 
-
schen Auswertung wurden einseitige t-Tests durchgeführt (****p < 0,0001, ns p  0,05). 
A Lokalisation von Arr3 4K R nach Stimulation des AT1R mit 1 μM AT II (Arr3 WT: n = 24; Arr3 6K R: n = 24 
von drei unabhängigen Messtagen).
B Lokalisation von Arr3 4K R nach Stimulation des V2R mit 1 μM AVP (Arr3 WT: n = 24; Arr3 6K R: n = 24 von 
drei unabhängigen Messtagen).
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Da einige der erstellten Arrestin-3-Mehrfachmutanten eine reduzierte Internalisierung mit ver-
-





diese Mutanten nur noch eingeschränkt zusammen mit dem 2
-
sodass vermutlich ein Austausch der Arrestine am 2




ten bildeten also keine instabileren Komplexe mit dem aktivierten 2





























































































Arr3 WT Arr3 2K R
Arr3 4K R Arr3 6K R
n.s.
A Die FRAP-Messungen wurden durchgeführt, wie in Kap. 3.3.5.3 beschrieben. Die Rezeptoren wurden für 15 min 
bei 37 °C bzw. Raumtemperatur (unvernetzte Rezeptoren) mit 10 μM Isoprenalin stimuliert und die Fluoreszenz-
wiederkehr nach Photobleichen anschließend simultan für mTurq-markiertes Arr3 und YFP-markierte Rezeptoren 
aufgenommen. Die Werte entsprechen den Mittelwerten ± SEM (Arr3 WT: n = 33; Arr3 6K R: n = 33; Arr3 6K R: 
n = 33; KArr3 6K R: n = 33; unvernetzt: n = 32; von sechs unabhängigen Messtagen). Die eingezeichneten Kurven 
B Die Kinetik der Fluoreszenzwiederkehr von Arr3-mTurq wurde durch monoexponentielle Kurvenanpassung jeder 
on-Werte als Mittelwerte ± SEM aufgetragen. Zur statistischen Auswertung 
wurde eine einfache ANOVA gefolgt von einem Tukey-Posttest durchgeführt (ns p  0,05).
A B
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Untersuchung von Arr3-Dreifachmutanten
Da die Arrestin-3-Mutante 4K
K
2V2






















Arr3 K108R K153R K178R
Arr3 K50R K153R K178R
Arr3 K50R K108R K178R











A Die FRET-Messungen zwischen mTurq-markiertem Arrestin-3 und YFP-markiertem 2V2R wurden durchge-
Baseli-
nes aller Kurven wurden auf die fünf letzten Werte vor Agonistgabe normalisiert und die FRET-Änderungen als 
Mittelwerte ± SEM dargestellt.
B
die k -Werte als Mittelwerte ± SEM aufgetragen (Arr3 WT: n = 14; Arr3 K108R K153R K178R: n = 15; Arr3 K50R 
K153R K178R: n = 14; Arr3 K50R K108R K178R: n = 14; Arr3 K50R K108R K153R: n = 14 von drei unabhängigen 
Messtagen). Zur statistischen Auswertung wurde eine einfache ANOVA gefolgt von einem Tukey-Posttest durch-
geführt (ns p  0,05).
A B





PTH 1-34 stimuliert und anschließend mit dem Konfokalmikroskop untersucht. Der Maßstab entspricht 10 μm. 
B Die Colokalisation von PTHR und Arrestin-3 in konfokalen Bildern wurde mithilfe des Pearson-Korrelationsko-
K50R K108R K178R: n = 26; Arr3 K50R K108R K153R: n = 27 von drei unabhängigen Messtagen). Zur statistischen 




































Arr3 K108R K153R K178R
Arr3 K50R K108R K178R
Arr3 K50R K108R K153R
Arr3 K50R K153R K178R
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Untersuchung von weiteren Arr3-Doppelmutanten
Die beiden eben beschriebenen Arrestin-3-Dreifachmutanten hatten zwei der jeweils drei Lysin-
Schritt eine Arrestin-3-Mutante mit nur diesen beiden Mutationen erstellt wurde. Die beiden 
abhängige Interaktion mit dem 2V2
mutanten zeigten ebenfalls keinen Unterschied zu Wildtyp-Arrestin in der Auswaschkinetik. 



































A Die FRET-Messungen zwischen mTurq-markiertem Arrestin-3 und YFP-markiertem 2V2R wurden durchge-
Baseli-
nes aller Kurven wurden auf die fünf letzten Werte vor Agonistgabe normalisiert und die FRET-Änderungen als 
Mittelwerte ± SEM dargestellt.
B
die k -Werte als Mittelwerte ± SEM aufgetragen (Arr3 WT: n = 18; Arr3 K50R K153R: n = 18; Arr3 K108R K178R: 
n = 18 von drei unabhängigen Messtagen). Zur statistischen Auswertung wurde eine einfache ANOVA gefolgt von 
einem Tukey-Posttest durchgeführt (ns p  0,05).
A B
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A
PTH 1-34 stimuliert und anschließend mit dem Konfokalmikroskop untersucht. Der Maßstab entspricht 10 μm. 
B Die Colokalisation von PTHR und Arrestin-3 in konfokalen Bildern wurde mithilfe des Pearson-Korrelationskoef-






























































































































































































































fokalmikroskop untersucht. Der Maßstab entspricht 10 μm. Die Colokalisation von Rezeptoren bzw. EEA1 und 
-
schen Auswertung wurden einseitige t-Tests durchgeführt (****p < 0,0001). 
A Lokalisation von Arr3 K108R K178R nach Stimulation des 2AR-SSS mit 1 μM Isoprenalin (Arr3 WT: n = 32; 
Arr3 K108R K178R: n = 32 von drei unabhängigen Messtagen).
B Lokalisation von Arr3 K108R K178R nach Stimulation des 2V2R mit 1 μM Isoprenalin (Arr3 WT: n = 30; 
Arr3 K108R K178R: n = 30 von drei unabhängigen Messtagen).
C Lokalisation von Arr3 K108R K178R nach Stimulation des AT1R mit 1 μM AT II (Arr3 WT: n = 25; Arr3 K108R 
K178R: n = 25 von drei unabhängigen Messtagen).
D Lokalisation von Arr3 K108R K178R nach Stimulation des V2R mit 1 μM AVP (Arr3 WT: n = 25; Arr3 K108R 
K178R: n = 25 von drei unabhängigen Messtagen).






















































































fokalmikroskop untersucht. Der Maßstab entspricht 10 μm. Die Colokalisation von Rezeptoren bzw. EEA1 und 
-
schen Auswertung wurden einseitige t-Tests durchgeführt (****p < 0,0001). 
A Lokalisation von Arr3 WT und Arr3 K108R K178R nach Stimulation des NTSR1 mit 500 nM NTS (Arr3 WT: 
n = 32; Arr3 K108R K178R: n = 32 von drei unabhängigen Messtagen).
B Lokalisation von Arr3 WT und Arr3 K108R K178R nach Stimulation des EP4 mit 5 μM PGE2 (Arr3 WT: n = 30; 
Arr3 K108R K178R: n = 30 von drei unabhängigen Messtagen).
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reduzieren und deshalb auch zu einer verminderten Internalisierung solcher Komplexe in Endo-
2
































































































A Die FRAP-Messungen wurden durchgeführt, wie in Kap. 3.3.5.3 beschrieben. Die Rezeptoren wurden für 15 min 
bei 37 °C bzw. Raumtemperatur (unvernetzte Rezeptoren) mit 10 μM Isoprenalin stimuliert und anschließend die 
Fluoreszenzwiederkehr nach Photobleichen simultan für mTurq-markiertes Arr3 und YFP-markierte Rezepto-
ren aufgenommen. Die Werte entsprechen den Mittelwerten ± SEM (Arr3 WT: n = 23; Arr3 K50R K153R: n = 23; 
Arr3 K108R K178R: n = 24 von sechs unabhängigen Messtagen). Die eingezeichneten Kurven wurden durch einen 
B Die Kinetik der Fluoreszenzwiederkehr von Arr3-mTurq wurde durch monoexponentielle Kurvenanpassung jeder 
on-Werte als Mittelwerte ± SEM aufgetragen. Zur statistischen Auswertung 
wurde eine einfache ANOVA gefolgt von einem Tukey-Posttest durchgeführt (ns p  0,05).
A B
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Da alle Lysin-zu-Arginin-Mutanten von Arrestin-3 auf Grundlage der Hypothese erstellt wur-
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A FLAG-markiertes Arrestin-3 wurde nach Stimulation des PTHR mit 1 μM PTH 1-34 für 60 min bei 37 °C mit 
mit einem Ubiquitin-Antikörper das Ubiquitinierungslevel (oben) sowie mit einem FLAG-Antikörper die gesamte 
Menge des präzipitiertem Arr3-FLAG untersucht (unten). 
B -
sität dividiert (n = 3 unabhängige Transfektionen). Zur statistischen Auswertung wurde eine einfache ANOVA 
gefolgt von einem Tukey-Posttest durchgeführt (**p < 0,01, ****p < 0,0001).
BA
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pharmakologisch verhindert und die Auswirkungen auf den endosomalen Transport analysiert 
et al.
E3-Ligase Mdm2 für die Ubiquitinierung von Arrestin-3 verantwortlich ist und auch die Assozia-
et al.
verantwortlich ist (Hyer et al.
4h mit der angegebenen Konzentration DMSO 
(Kontrolle) oder TAK-243 inkubiert, anschlie-
ßend lysiert und 40 μg Protein auf einen Wes-
tern Blot aufgetragen. Das Ubiquitinierungsle-
vel wurde mittels Ubiquitin-Antikörper (oben) 
untersucht, zur Beladungskontrolle wurde ein 
Aktin-Antikörper verwendet (unten). Unkonju-
giertes Ubiquitin ist bei ca. 8 kDa zu sehen. Die 
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von 1 h die Ubiquitinierung ausreichend stark hemmt. Zudem wurde der Effekt auf die Ubiqui-





Durch die Applikation des Ubiquitin-Ligase-Inhibitors TAK-243 wird die Ubiquitinierung von 



























1 μM TAK-243 inkubiert, anschließend lysiert und 40 μg Protein auf einen Western Blot aufgetragen (links). Das 
Ubiquitinierungslevel wurde mittels Ubiquitin-Antikörper (oben) untersucht, zur Beladungskontrolle wurde ein 
Aktin-Antikörper verwendet (unten). 
-
delt, wobei 60 min vor Ende der Inkubationszeit zusätzlich 1 μM PTH 1-34 zur Rezeptoraktivierung zugegeben 
Erstellung eines Western Blots aus den Präzipitaten wurde mit einem Ubiquitin-Antikörper das Ubiquitinierungs-
level (oben) sowie mit einem FLAG-Antikörper die gesamte Menge des präzipitiertem Arr3-FLAG untersucht 
(unten). Die Abbildung zeigt nicht reproduzierte Western Blots (n = 1).
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-
dass die in Abb. 4.44 gezeigte Bande somit fälschlicherweise als ubiquitiniertes Arrestin-3 inter-
pretiert wurde. 
-




tor noch katalytisch aktiv ist. Die E3-Ligase Mdm2 ist unter anderem auch für die Ubiquitinie-
wird (Honda et al. et al. et al.
Zellkern zu induzieren. Wenn die Applikation des E1-Ligase-Inhibitors TAK-243 also die Ubiquiti-
1: immunopräzipitiertes 
 Arr3-FLAG
2:  rekombinantes 
 Arr3-FLAG
FLAG-markiertes Arrestin-3 wurde nach Stimulation des PTHR mit 1 μM PTH 1-34 für 60 min bei 37 °C mit 
gewonnen. Nach Erstellung eines Western Blots wurde mit einem Ubiquitin-Antikörper das Ubiquitinierungslevel 
(oben) sowie mit einem FLAG-Antikörper die Proteingröße der beiden Arr3-FLAG-Varianten verglichen (unten). 










































sucht. Zur Behandlung mit TAK-243 wurden die Zellen zuvor 4 h mit 1 μM TAK-243 inkubiert. Die Abbildung zeigt 
repräsentative Bilder von jeweils n = 18 Aufnahmen aus zwei unabhängigen Transfektionen. 
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Da die Experimente von Boyd et al.




























sucht. Zur Behandlung mit TAK-243 wurden die Zellen zuvor 4 h mit 1 μM TAK-243 inkubiert. Die Abbildung zeigt 
repräsentative Bilder von jeweils n = 18 Aufnahmen aus zwei unabhängigen Transfektionen. 















































Konzentration TAK-243 oder DMSO (Kontrolle) bei 37 °C inkubiert. 30 min vor Ende der Inkubationszeit wurden 
die Rezeptoren mit 1 μM PTH 1-34 stimuliert und anschließend mit dem Konfokalmikroskop untersucht. Der Maß-
stab entspricht 10 μm. 
B Die Colokalisation von PTHR und Arrestin-3 in konfokalen Bildern wurde mithilfe des Pearson-Korrelations-
Messtagen). Zur statistischen Auswertung wurde eine einfache ANOVA gefolgt von einem Tukey-Posttest durch-
geführt (ns p  0,05). 
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-






des Inhibitors 2-D08 in Endosomen. Selbst die Applikation von 2-D08 und TAK-243 zusammen 
-
jedoch keine Auswirkung des Inhibitors auf die Internalisierung Arrestins zeigen.
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Arr3
mit DMSO (Kontrolle), 2-D08 oder 2-D08 und TAK-243 bei 37 °C inkubiert. 30 min vor Ende der Inkubationszeit 
wurden die Rezeptoren mit 1 μM PTH 1-34 stimuliert und anschließend mit dem Konfokalmikroskop untersucht. 
Der Maßstab entspricht 10 μm. Die Abbildung zeigt repräsentative Bilder von jeweils n = 10 Aufnahmen aus einer 
Transfektion. 
ylierungs-Inhibitors einen Effekt auf die Internalisierung von Wildtyp-Arrestin mit dem PTH-
-
aufgenommen wird.









digen Messungen dargestellt. Alle Zellen wurden 120 s lang mit den unterschiedlichen Agonisten 
in der angegebenen Konzentration stimuliert und die Liganden anschließend durch Umspülen 
der Zellen mit Puffer wieder ausgewaschen. Da hierbei unterschiedliche Auswaschkinetiken des 
























































A Die FRET-Messungen zwischen mTurq-markiertem Arrestin-3 und YFP-markiertem μOR wurden durchge-
Baselines aller Kurven wurden auf die fünf letzten Werte vor Agonistgabe normalisiert und die FRET-Änderungen 
als Mittelwerte ± SEM dargestellt.
B
und nur die Auswaschphasen dargestellt.
C
und die k -Werte als Mittelwerte ± SEM aufgetragen (DAMGO (D): n = 6; Etorphin (E): n = 11; SR17018 (S): 
n = 6; Morphin (M): n = 9 von zwei unabhängigen Messtagen). Zur statistischen Auswertung wurde eine einfache 
ANOVA gefolgt von einem Tukey-Posttest durchgeführt (ns p  0,05, *p < 0,05, ***p < 0,001). 
A B C
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-
Experimenten ermittelten Dissoziationskinetiken von Arrestin auch von den Dissoziationshalb-
wertszeiten der verwendeten Agonisten ab.
-
in der Fluoreszenzwiederkehr der mTurquoise-markierten Arrestine zwischen den einzelnen Ago-
-
vom verwendeten Agonisten abhängt. Die langsameren Dissoziationskinetiken von Arrestin-3 in 
-
















































































Die FRAP-Messungen wurden durchgeführt, wie in Kap. 3.3.5.3 beschrieben. Die Rezeptoren wurden für 15 min bei 
37 °C bzw. Raumtemperatur (unvernetzte Rezeptoren) mit 10 μM DAMGO, 1 μM Etorphin oder 10 μM SR17018 
stimuliert und anschließend die Fluoreszenzwiederkehr nach Photobleichen simultan für mTurq-markiertes Arr3 
(links) und YFP-markierte Rezeptoren (rechts) aufgenommen. Die Werte entsprechen den Mittelwerten ± SEM 
(DAMGO: n = 34; Etorphin: n = 34; SR17018: n = 32 von drei unabhängigen Messtagen). 




Dieses Ergebnis wurde durch Versuche mit dem 2
-











































Agonisten stimuliert und anschließend mit dem Konfokalmikroskop untersucht. Der Maßstab entspricht 10 μm. 
B Die Colokalisation von μOR und Arrestin-3 in konfokalen Bildern wurde mithilfe des Pearson-Korrelationsko-
Zur statistischen Auswertung wurde eine einfache ANOVA gefolgt von einem Tukey-Posttest durchgeführt (ns 
p  0,05). 
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-
lassen sich somit nicht mithilfe von Agonisten mit besonders langer Bindungsdauer in Klasse-B- 
Die Ergebnisse im Kap. 4.2 wurden aus der im April 2021 beim British Journal of Pharmacology ein-
Mösslein, N., Pohle, L.-M. G., Fuss A., Bünemann, M., Krasel, C.; "Residency time of agonists does not 











































AR mit verschiedenen Agonisten
A Transient mit 2
Agonisten stimuliert und anschließend mit dem Konfokalmikroskop untersucht. Der Maßstab entspricht 10 μm. 
B Die Colokalisation von μOR und Arrestin-3 in konfokalen Bildern wurde mithilfe des Pearson-Korrelationsko-
-
gen). Zur statistischen Auswertung wurde eine einfache ANOVA gefolgt von einem Tukey-Posttest durchgeführt 
(ns p  0,05). 
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-
Mutationen bzw. die Verwendung eines lysinfreien Arrestins oder durch die Applikation eines 
-
rung des Arrestins haben. 
-
-












Fluoreszenzintensität im geblichenen Ausschnitt der Membran führt. Mit dieser Methode kann 
 
mikroskopisch untersucht. Um relative Unterschiede im Ausmaß der Internalisierung von Arres-
-
ren (wie bei AT1 2









Schematische Darstellung der Vorgänge, die ausgehend vom ter-
nären Komplex aus Ligand (L), Rezeptor (R) und Arrestin (A) mit 
FRET- (blau) oder FRAP-Messungen (rot) beobachtet werden kön-
nen.
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-
den. Diese Pixel weisen in beiden Kanälen sehr niedrige Fluoreszenzintensitäten auf und führen 
-
Zur Untersuchung der Ubiquitinierung von Arrestin-3 konnte in dieser Arbeit kein biophysi-
kalischer Assay -
Messung die durchschnittliche Fluoreszenzänderung aus zahlreichen Zellen aufnahm. Zudem 





Stattdessen wurde zur semiquantitativen Untersuchung der Ubiquitinierungslevel FLAG-mar-













et al. et al. et al.
1






Aktivierung wieder schneller in ihre basale Konformation zurückkehrt und aus diesem Grund 





stark zurückkehrte wie die von Arr3 WT und dem 2V2 2V2 -










keine klare Aussage über die Phosphorylierungslevel getroffen werden.
1
-
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-
wieder die typische langanhaltende Ubiquitinierung auf. Die Lysinreste 11 und 12 sind hierbei 
et 
al. et al. et al. et al. -
-











Die Lysine 10 und 11 in Arr2 (gold), die in Arrestin-3 den 
Positionen 11 und 12 entsprechen, sind wichtig für die 
Bindung von Phosphatresten im C-Terminus eines Rezep-
tors (grün). (Abbildung verändert nach Shukla et al., 2013.)






aller Lysine gegen Arginine (Shenoy et al.
-
in vitro-Studien hatte diese Mutante keine Ein-























gen in vier Dreifachmutanten kombiniert wurden. Von diesen zeigten nur noch zwei eine redu-
wurden ebenfalls noch einmal kombiniert und die Auswirkung auf das Internalisierungsverhalten 
-











verhinderte und auch andere Arrestine mit mehr Punktmutationen eine teilweise reduzierte Auf-
Experimenten untersucht. Da die Fluoreszenzwiederkehr der Arrestine in diesen Experimenten 
-
der untersuchten Arrestin-Mutanten eine im Vergleich zum Wildtyp beschleunigte Austausch-
rate am 2
Mutanten nicht erfüllt wurden. Da alle in dieser Arbeit adressierten Lysinreste nachgewiesene 
die Ubiquitinierung dieser Stellen reguliert wird. 
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mit einem vollständig phosphorylierten Peptid des V2 et al.
 
kann. Einzig für die Internalisierung von Arrestin-3 scheint an dieser Position ein Lysinrest statt 
-
-
tinierungsstelle zur Verfügung steht. In den für diese Arbeit durchgeführten MS-Experimenten 
-
-
kommt beispielsweise in humanem und dem in dieser Arbeit verwendeten bovinen Arrestin-3 
-
chenden Stelle ein Threonin liegt. Khoury et al.
-
eine phosphomimetische Mutation des Threonins zu Aspartat die Stabilität dieser Kom-
plexe deutlich und führte sogar zur Internalisierung der Arrestin-Mutante mit dem Klasse-A - 
2
-
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-
Arginin-Mutanten tatsächlich auf der fehlenden Ubiquitinierung beruhte. Die E1-Ligase Uba1 
werden kann. Tatsächlich wurde durch TAK-243 sowohl die gesamte zelluläre Ubiquitinierung als 
-
-
durch diese Ligase auch ubiquitiniert wird (
-
gase ihre Substratproteine trotz Applikation des Inhibitors weiterhin ubiquitinieren kann. In der 
et al.
bedeutenden E1-Ligase Uba6 mit Ubiquitin beladen wird (Jin et al. -
in vitro
nur Uba6 zur Aktivierung von Ubiquitin zur Verfügung steht (Pelzer et al. -
Applikation des Uba1-Inhibitors zumindest teilweise durch Mdm2 ubiquitiniert wird. Trotz des 
weitestgehenden Verlusts der Ubiquitinierung von Arrestin-3 durch Inkubation der Zellen mit 
-
Arrestins durch eine restlose Verhinderung der Ubiquitinierung vollständig unterbunden werden 
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zu untersuchen. Die beiden wichtigsten Lysinreste 108 und 178 in Arrestin-3 liegen zwar nicht in 
-
verschiedenen Konzentrationen des Inhibitors 2-D08 nicht verhindert werden konnte. Es sollte 




vor nicht in Position 11 und 12 ubiquitiniert werden konnten. Diese bisher postulierten Ubiqui-
-




















sucht werden. Während die Agonisten mit längerer Bindungshalbwertszeit wie erwartet zu einer 
-
-
telte Signalwege aktiviert (Schmid et al. et al.
Liganden über einen Zeitraum von mehreren Minuten stabil bleibt (McPherson et al.
dieser Arbeit konnte jedoch während des Auswaschens von Etorphin eine Dissoziation des Arres-
et al.
nicht vollständig entfernt werden konnte. Der partielle Agonist Morphin induziert dagegen keine 
robuste Membrantranslokation von Arrestin-3 (Zhang et al.
2
Verhalten durch die Verwendung von Agonisten mit besonders langer Bindungsdauer nicht 
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et al.
et al. et al.









toren nicht durch Agonisten mit besonders langer Bindungsdauer in Klasse B umwandeln lassen.
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